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(57) Abstract 



The invention concerns a method for isolating a target biological material contained in a sample, consisting in the following steps: 
providing a capture phase, in microparticulate or linear form, consisting of at least a first particulate or linear polymer, with apparent 
hydrophile character and first complexing groups, the latter being bound by co-ordination to a first transition metal, which is itself bound to 
a first biological entity capable of specifically recognising the target biological material; contacting said target biological material with at least 
the capture phase; and detecting the capture phase-target biological material complex, optionally with a detection phase, in microparticulate 
or linear form, and consisting of at least a second particulate or linear polymer, with apparent hydrophile character and second complexing 
groups, the latter being bound by co-ordination to a second transition metal, which is itself bound to a second biological entity capable of 
specifically recognising the target biological material, and a marker. 

(57) Abre*ge* 

L* invention concerne un proc6d6 de mise en evidence d'un matenel biologique cible contenu dans un echantillon, selon lequel on 
dispose d*une phase de capture, sous forme microparticulaire ou lineaire, et constituee par au moins un premier polymere particulaire ou 
lineaire, avec un caractere apparent hydrophile et des premiers groupements complexants, ces derniers £tant lids par coordination a un 
premier metal de transition, qui est lui-mfcme lie* a une premiere entite* biologique susceptible de reconnaitre specifiquement le matenel 
biologique cible; on met en contact ledit matenel biologique cible avec au moins la phase de capture; et on ddtecte le complexe phase 
de capture - materiel biologique cible, eventuellement avec une phase de detection, une phase de detection sous forme microparticulaire 
ou lineaire, et constituee par au moins un second polymere particulaire ou lineaire, avec un caractere apparent hydrophile et des seconds 
groupements complexants, ces derniers 6tant lids par coordination a un second m6tal de transition, qui est lui-m6me li6 a une seconde entite" 
biologique susceptible de reconnaitre specifiquement le matdriel biologique cible, et un marqueur. 
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Procede de mise en evidence d'un materiel biologique 
cible, phase de capture, phase de detection et react if. 

La presente invention reldve du domaine de la 
5 mise en evidence ou detection d'un materiel biologique, 
dit materiel biologique cible, contenu dans un 
echantillon, par un precede utilisant une phase de 
capture, et eventuellement une phase de detection, selon 
lequel on expose ledit materiel a la phase de capture au 
10 moins, puis on detecte le complexe phase de capture - 
materiel biologique cible forme, eventuellement avec 
ladite phase de detection, 

Dans la presentation de 1 1 invention qui suit, il 
est en particulier fait reference a la mise en evidence 
15 d'un materiel biologique cible proteique, mais bien 
entendu, la portee de 1 ■ invention ne saurait s"y limiter. 

Ainsi, par materiel biologique, on entend selon 
I 1 invention, notamment, un materiel proteique ou 
glycoproteique tel qu'un antigene, un haptene, un 
20 anticorps, une protSine, un peptide, une enzyme, un 
substrat, et fragments de ceux-ci ; mais aussi un materiel 
nucleique tel qu ( un acide nucleique (ADN ou ARN) , un 
fragment d' acide nucleique, une sonde, une amorce ; une 
hormone . 

25 Conformement a l f article de M. Kempe et al. (1), 

on connalt un procede de capture d'une proteine cible 
presentant des sequences polyhistidines, a savoir la RNase 
A, selon lequel on utilise la forte af finite du groupement 
imidazole de l'histidine pour les metaux. 

30 Ce procede comprend les etapes suivantes : 

- on dispose d'une phase de capture consistant en 
des particules de silice, f onctionnalisees par des groupes 
mfethacrylates , 

- on met en contact la proteine cible et un agent 
35 complexant des metaux, a savoir, I'acide N-(4-vinyl)- 

benzyl-iminodiacetique (VBIDA) , avec un metal, pour 
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obtenir un complexe resultant de liaisons de coordination 
entre le mfetal et les groupes imidazole de l'histidine, et 
de liaisons de coordination entre le metal et les groupes 
carboxyliques de VBIDA, et 

- on met en contact lesdites particules de silice 
fonctionnalisees avec le complexe forme ci-dessus. 

Ce procede d 1 immobilisation ne conduit pas a une 
fixation optimale de la proteine cible. 

Le document US-A-4 246 350 decrit un procede 
d 1 immobilisation d'une enzyme utilisant une phase de 
capture qui consiste en un polymere macroporeux ayant des 
groupements complexants lies a un metal de transition . 
L 1 inconvenient d * une telle phase de capture resulte 
directement de la nature macroporeuse du polymere. En 
effet si celle-ci permet de maximaliser 1 ' adsorption de 
1 1 enzyme sur la phase de capture, elle devient 
desavantageuse au moment de la mise en evidence de 
1' enzyme a l'aide d'une phase de detection, car la 
proportion d 1 enzyme adsorbee dans les pores du polymere ne 
sera pas accessible a ladite phase de detection. 

Selon la presente invention, on apporte un 
procede de mise en evidence d'un materiel biologique 
cible, utilisant une phase de capture telle qu'elle permet 
d'optimiser la fixation de ce materiel sur celle-ci, tout 
en diminuant, voire eliminant, toute reaction secondaire 
d' adsorption dudit materiel sur ladite phase de capture. 
L 1 interaction entre la phase de capture est specif ique 
permettant ainsi, lors de la mise en evidence, de detecter 
la proportion de materiel biologique ef f ectivement fixe 
sur la phase de capture. 

A cette fin, le procede de mise en Evidence d'un 
materiel biologique cible, utilise une phase de capture 
prdsentant les caracteristiques suivantes : 

elle est sous forme microparticulaire ou sous 
forme linfeaire, 
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elle est constituee par au moins un premier 
polymere particulaire ou lineaire, avec un caractere 
apparent hydrophile, et des premiers groupes complexants, 
fixes de maniere covalente, 
5 les premiers groupes complexants sont lies par 

coordination a un premier metal de transition, 

le premier metal de transition est lui-m§me lie 
par chelation a une premiere entite biologique qui est 
susceptible de reconnaitre specif iquement le materiel 
10 biologique cible. 

Selon une variante du procede de l 1 invention, la 
phase de capture definie ci-dessus comprend un marqueur, 
pour obtenir une phase de detection. 

Selon une autre variante du procede, on dispose 
15 en outre d'une phase de detection qui presente les 
caracteristiques suivantes : 

elle est sous forme microparticulaire ou 

lineaire, 

elle est constituee par au moins un second 
20 polymere particulaire ou lineaire, avec un caractere 
apparent hydrophile et des seconds groupements 
complexants , 

les seconds groupements complexants sont lies par 
coordination a un second metal de transition, 
25 le second metal de transition est lui-meme lie 

par chelation a une seconde entite biologique susceptible 
de reconnaitre specif iquement le materiel biologique 
cible, et un marqueur, 

elle comprend un marqueur. 
30 Le terme "microparticulaire" signifie selon 

1* invention sous forme de particules d'une taille au plus 
egale a 10 /xm. De preference elles ont une taille ne 
depassant pas 5 /xm. 

Le premier et/ou second polymere particulaire ou 
35 lineaire est avantageusement un polymere hydrophile, et 
notamment un polymere f onctionnalise obtenu par 
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polymerisation d"un monomere hydrosoluble, d • aery lamide, 
d'un derive d 1 acrylamide, de methacry lamide ou d'un derive 
de mEthacrylaraide, d ( au moins un agent de reticulation et 
d'au moins un monomere fonctionnel. 
5 Pour l'obtention de ce polymere avantageux, le 

monomere hydrosoluble est de preference choisi parmi le N- 
isopropy lacry lamide , le N-ethy lmethacry lamide , le N-n- 
propy lacry lamide, le N-n-propylmethacry lamide, le N-n- 
isopropylmethacry lamide, le N-cyclopropylacry lamide, le 

10 N,N-diethy lacry lamide, le N-methyl-N-isopropylacrylamide, 
le N-m&thyl-N-n-propy lacry lamide, le monomere etant de 
preference le N-isopropylacrylamide (NIPAM) . Le ou les 
monomeres fonctionnels appartiennent de preference au 
groupe de ceux qui repondent a la formule (I) suivante : 

15 CH 2 = C(Z) - (X) m - (R) p - (Y) n (I) 

dans laquelle : 

2 represente H, un radical alkyle en C1-C5, le 
radical benzyle, -COOH, ou -CO-NH-CH (CH 3 ) 2 , 

Y represente -CH 2 -COOH, -N (CH 2 -COOH) 2 , 

20 -N(CH-COOH) (CH 2 -COOH) , ou -N (CH 2 -CH 2 -NH 2 ) 2 , 
(CH 2 -COOH) 

X represente — NH (CH 2 — CH 2 — ) , -N (CH 2 -CH 2 -) 2 , 

-N(CH 2 -COOH) (CH 2 -CH 2 -) , ou CH(COOH)-, 

R represente une chalne hydrocarbonee lineaire, 
25 eventuellement interrompue par au moins un heteroatome, 
tel que O ou N, 

m et p sont chacun un entier qui, independamment 
l'un de 1 9 autre, Equivalent a 0 ou 1, et 

n est un entier variant entre 1 et 3 . 
30 A titre d'exemple le monomSre fonctionnel est 

choisi parmi les acides carboxyliques , Eventuellement 
azotes, l'acide itaconique, les derives acryliques et les 
derives methacryliques . 

Comme dit precedemment , la phase de capture de 
35 !■ invention peut se presenter sous forme microparticulaire 
ou sous forme lineaire. 
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Quand elle est particulaire, elle peut ne 
consister qu'en ledit polymere particulaire, ou bien elle 
peut posseder un support particulaire tel qu»un noyau 
organique ou inorganique, hydrophile ou hydrophobe, rev§tu 
5 dudit premier polymere sous forme particulaire et/ou 
lineaire. 

Ledit noyau est avantageusement choisi dans le 
groupe comprenant le polystyrene, la silice et les oxydes 
metalliques. II peut en outre comprendre un compose 

10 magnetique. 

La phase de capture peut aussi comprendre un 
support plan, recouvert en totalite ou en partie par le 
premier polymere sous forme particulaire et/ou lineaire. 

Comme les exemples de la presente description 

15 1 • illustreront, le premier et/second polymere particulaire 
pref^re de 1 1 invention est le poly (N-isopropylacrylamide) 
(PNIPAM) comprenant des groupes complexants derives de 
1 1 acide itaconique ou de 1 ■ anhydride maleique-co- 
methy lviny lether . 

20 premier et/ou second metal de transition est 

avantageusement choisi parmi le zinc, le nickel, le 
cuivre, le cobalt, le fer, le magnesium, le manganese, le 
plomb, le palladium, le platine et l'or. 

Selon une mise en oeuvre pref erentielle du 

25 procede de 1> invention, la mise en contact de la premiere 
entite biologique avec la phase de capture et/ou la mise 
en contact de la seconde entite biologique avec la phase 
de detection, est effectuee a un pH super ieur ou egal au 
point isofelectrique de ladite premiere et seconde entites 

30 biologiques, respect ivement. 

Par entite biologique, on entend un materiel 
biologique tel que defini precedemment , a 1 • etat isole, et 
presentant avec le materiel biologique cible une af finite, 
pour former avec ledit materiel un complexe du type 

35 ant igene-anticorps , enzyme-substrat , hormone-recepteur , 
ADN-ADN, ADN-ARN, ... 
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Avantageusement la premiere entite biologique est 
une proteine. A titre d'exemple c'est la proteine p24 ou 
gpl60 du VIH, en vue de la mise en evidence dans le serum 
d'un patient d'anticorps diriges contre l'une ou 1 1 autre 
5 de ces proteines. 

La premiere et/ou la seconde entite biologique 
comprend une partie susceptible de reagir avec un metal de 
transition, cette partie consiste de preference en une 
region riche en histidine et/ou en cysteine. 

10 Les sites d'af finite de 1' entite biologique pour 

les ions metalliques de transition, consistent 
avantageusement en des sites riches en acides amines 
choisis parmi l 1 histidine, la cysteine, la tyrosine, le 
tryptophane et la phenylalanine, 

15 Les sites peuvent se presenter sous la forme de 

suites desdits acides amines identiques ou differents, 
contigus ou non, mais voisins. 

Ces sites peuvent exister naturellement dans 
l 1 entite biologique, quand elle est proteique notamment. 

20 Ou bien ils peuvent etre "rapportes" prealablement dans 
l 1 entite biologique, sous forme de "tag" dont une 
definition est donnee ci-apres, selon des techniques bien 
connues de l'homme du metier telles que celle employee 
pour la purification des proteines par le procede IMAC 

25 (Immobilized Metal ion-Affinity Chromatography) sur des 
resines (2,3), A titre d'exemple, de tels sites peuvent 
dtre incorpores dans une entite biologique proteique et 
notamment une proteine, par genie genet ique pour obtenir 
des proteines recombinant es . 

30 Un "tag" peut etre defini comme une sequence 

d 1 acides amines rapportee, c'est-a-dire ajoutee a 1» entite 
biologique originale, qui est introduite en un lieu 
priviiegie de la sequence originale oil elle est exposee de 
fagon pertinente vis-a-vis de sa chelation avec le metal 

35 de transition. Cette sequence contient des acides amines 
choisis parmi ceux precites et qui sont distribues a 
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l'interieur de la sequence, soit de fa?on contigue 
(notamment deux acides amines precites contigus, 
preferentiellement six acides amines precites contigus) , 
soit avec une densite suffisante (notamment 25 %, 
5 preferentiellement super ieure ou egale a 3 3 %) . on 
preferera un "tag" qui consiste en une suite de 6 residus 
histidine et/ou cysteine contigus. 

Selon le procede de 1' invention, on peut mettre 
en evidence un materiel biologique cible par une reaction 
10 d« agglutination en utilisant une phase de capture decrite 
pr ecedemment . 

Le marqueur de la phase de detection est 
avantageusement choisi dans le groupe consistant en une 
enzyme , la biot ine , 1 ■ iminobiot ine , un composant 
15 fluorescent, un composant radioactif, un composant 
chemioluminescent, un composant d 1 electrodensite, un 
composant magnetique, un antigene, un haptene et un 
anticorps . 

Selon le procede de l f invent ion, on peut mettre 
20 en evidence un materiel biologique cible par la technique 
ELIS A en utilisant une phase de capture et une phase de 
detection decrites precedemment . 

L 1 invention concerne aussi : 

- une phase de capture d'un materiel biologique 
25 cible, sous forme microparticulaire ou lintaire et 

constitute par au moins un premier polymere particulaire 
ou lintaire, avec un caractere apparent hydrophile et des 
premiers groupements complexants, ces derniers etant lies 
par coordination a un premier metal de transition, qui est 
30 lui-m6me lie a une premiere entite biologique susceptible 
de reconnaitre le materiel biologique cible, 

- une phase de detection d'un materiel biologique 
cible, sous forme microparticulaire ou lineaire et 
constitute par au moins un second polymere particulaire ou 

35 lintaire, avec un caractere apparent hydrophile et des 
seconds groupements complexants, ces derniers etant lies 
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par coordination a un second metal de transition, qui est 
lui-meme lie a une seconde entite biologique susceptible 
de reconnaltre le materiel biologique cible, et un 
marqueur , 

5 - un reactif de mise en evidence d'un materiel 

biologique cible, comprenant une phase de capture et 
eventuel lenient une phase de detection telles que definies 
prScedemment , 

chacune de la phase de capture et de la phase de 
10 detection presentant les caracteristiques determinees 
precSdemment . 

Les caracteristiques et avantages de la presente 
invention sont ci-apres illustres par les Exemples 1 a 5 
et les Figures 1 a 3 selon lesquelles: 
15 Figure 1 represente un isotherme de couplage du 

polymere AMVE sur des particules de polymere particulaire 
poly-(St-NIPAM-AEM) . 

Figure 2 represente la variation de la quantite 
de proteine RH24 adsorbee sur un polymere particulaire 
20 poly- (St-NIPAM-AMVE) en fonction du pH et de la salinite 
du milieu. 

Figure 3 represente la quantite de proteine RH24 
complexee sur un polymere particulaire poly- (St-NIPAM- 
AMVE) en fonction du pH et de la salinite du milieu et 
25 pour une concentration en ions Zn 2+ de 1 1 ordre de 0,3 M. 

EXEMPXiE 1 s Reactif s employes en vue de la 
preparation de la phase de capture de 1 0 invention 
Monomere : 

30 - Styrene a 99 % (Janssen Chemica, refl3 279-87) , 

Mw=104,5 g.mol" 1 

II est utilise apres purification par 

distillation sous vide. 

- N-isopropylacrylamide (NIPAM) (Kodak ref 10 

35 982), Mw=113,16 g^mol" 1 
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II est recristallise avant son utilisation, comme 
suit* II est dissous dans un melange hexane/ toluene 
(60/40, v/v) . 

Monomer e fonctionnel : 
5 " Chlorure de 2-aminoethyl methacrylate (AEM) 

(Kodak ref 18513), Mw=165,62 g.mol" 1 

II est utilise sans recristallisation. 

Agent de reticulation : 

- N,N-methylene bisacrylamide (MBA) (Amilabo ref 
10 10897), Mw=271.19 g.mol" 1 

II est utilise sans recristallisation. 
Amorceur : 

- Hydrochlorure de 2,2 , azobis (2-amidino propane) 
(V50) (Wako trade name), Mw = 271,19 g.mol" 1 

15 Le V50 est recristallise avant son utilisation, 

comme suit. L 1 amorceur est dissous dans un melange 60/40 
d'eau et d 1 acetone. La solution est filtree sous vide avec 
un rendement de 30%. 

- Persulfate de potassium (Prolabo) , Mw = 270, 32 : 

20 g.mol" 1 

II est utilise sans recristallisation. 
Groupes complexants : 

- Acide itaconique (Aldrich) , Mw = 132 g.mol" 1 
II est utilise sans recristallisation. 

25 - Anhydride maleique-co-methylvinylether (AMVE) 

(Polysciences) 

II est utilise sans recristallisation. 



SXBMPLE 2 s Synthase du polymer© f onctionnalise 
30 poly (H-isopropylacrylamide) -acide itaconique 

Dans un reacteur thermostate de 2 50 ml, sont 
verses 4,38 g de N-isopropylacrylamide, 200 g d'eau, 
0/37 g de MBA, 0,5 g d' acide itaconique et 0,45 g 
d 1 aery lamide . Le melange est maintenu sous agitation a 300 
35 tours par minute sous atmosphere d' azote et a une 
temperature de 70°C. Le persulfate de potassium (0,05 g) , 
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amorceur hydrosoluble, est introduit (en solution dans 5 g 
d f eau) dans la solution au dernier moment pour demarrer la 
reaction de polymerisation. 

La polymerisation est poursuivie pendant 5 heures 
5 dans les memes conditions. 

Le taux de conversion de la polymerisation est 
evalue a 98%. 

Le polymSre f onctionnalise obtenu presente les 
caracteristiques suivantes : 
10 ~ le diametre des particules, mesure par 

diffusion dynamique de la lumiere, est de 1500 nm, 

- le dosage des fonctions superf icielles, suivi 
par conductimetrie, a donn£ 0,3 mmole/g de latex de 
groupements acide faible (-COOH) . 

15 

EXEMPLE 3s Modification des particules 
hydrophiles aminees par greffage du polymere lineaire 
complex ant poly-AMVE 

1) Synthese du polymer e particulaire poly- 
20 (styrene-WlP&M) 

a) Preparation du polymere particulaire 

hydrophile 

Selon cet exemple la preparation consiste : 
dans un premier temps, a synthStiser un polymfere 
25 poly-(St-NIPAM) contenant les monomeres de base, a savoir 
le styrene et le NIPAM, selon une polymerisation en 
reacteur ferme, avec 2 00 g d'eau, 18 g de styrene, 2 g de 
NIPAM et 0,2 g de V50, puis 

dans un deuxieme temps, a a j outer, d un degre de 
30 conversion donn€, le monomere fonctionnel (AEM) , seul ou 
en presence des reactifs de base, a savoir 5 g de NIPAM, 0 
a 4 % de AEM (par rapport au NIPAM) , 0,122 g de V50 et 
0,069 g de BA. 

Cette technique permet d'optimiser 

35 1 1 incorporation en surface d»un monomere fonctionnel. Les 
conditions de synthese sont les mfemes que eel les de la 
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polymerisation en reacteur ferme, c'est-a-dire temperature 
et agitation constante. 

b) Caracteristiques du polymere particulaire 

obtenu 

Les resultats sur la structure du polymere 
obtenu, sa taille et sa polydispersite, sont regroupes 
dans le tableau 1 suivant. 



Tableau 1 



Designa- 


ASM 


(nm) 


(nm) 


chevelure 


(nm) 


IP 


tion du 


% 


20°C 


50°C 


(nm) 


MET 


(c) 


polymere 




(a) 


(a) 


(b) 


(c) 




DD10 


0 


603 


364 


119 


288 


1,012 


DD15 


1 


421 


327 


47 


333 


1, 008 


DD12 


2 


484 


334 


75 


302 


1, 004 


DD11 


3 


358 


315 


21 


303 


1,005 



(a) : Diametre determine par diffusion dynamique 
de la lumiere a 20°C et a 50°C 

(b) : La chevelure correspond a l'epaisseur de 
PNIPAM a la surface des particules 

(c) : Diamdtre et indice de polydispersite obtenu 
par microscopie electronique, 

Les taux de f onctionnalisation des polymeres 
obtenus exprimes par les resultats du dosage des fonctions 
amines presentes a la surface des polymeres, sont 
mentionnes dans le tableau 2 suivant. 
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Tableau 2 



Designation du poly me re 


AEM (%) 

introduit. 


SPDP* 
mmol • in"" 2 


DD10 


0 


0,75 


DD15 


1 


1,44 


DD12 


3 


2,99 


DD11 


4 


2,76 



* : densite de charge calculee en utilisant la 
5 taille a 20°C determinee par diffusion dynamique de la 
lumiere . 

2) Greffage du poly-AMVE sur les particules 

aminees 

10 On fixe de fa?on covalente sur les polymeres 

obtenus selon 1) des groupes complexants, consistant, 
selon le present exemple, en des groupes derives de l'AMVE 
(anhydride maleique-co-methylvinylether) , qui est un 
polymere lineaire . 

15 L 1 utilisation de l'AMVE presente deux avantages : 

d'une part, il permet, gr&ce a ses fonctions anhydrides 
tres reactives, un couplage facile avec les amines 
presentes a la surface du polymere particulaire, et, 
d 1 autre part, une fois le couplage realise, il expose de 

20 nombreuses fonctions dicarboxyliques complexantes , qui 
interagiront avec un metal de transition (Zn, Ni, Cu, 
Co, . . . ) • 

L'AMVE est utilise en solution dans le DMSO 
anhydre afin d'eviter I'hydrolyse des fonctions anhydrides 
25 par lesquelles la reaction de couplage sur les fonctions 
amines des polymeres particulaires est possible. La 
reaction de couplage doit §tre conduite dans un milieu 
basique afin d'eviter la protonation des fonctions amines 
des polymeres. Le tampon utilise est un tampon borate de 
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pH 8,2 et de force ionique 10" 2 M. Le milieu de couplage 
ne doit pas exceder 10 % en volume de DMSO. 

Les resultats qui apparaissent a la Figure l 
montrent une bonne correlation entre les deux methodes 
d 1 analyse. La pente initiale de 1 • isotherme de couplage 
montre que la reaction est totale pour des faibles 
quantites d'AMVE introduites. La valeur du plateau est de 
2,75 mg.m et est atteinte tres rapidement pour des 
faibles concentration en AMVE. 

EXEMPLE 4 s Complexation d'un metal de transition 
avec le polymere ayant des groupes complexants 

L' introduction d'un metal de transition dans une 
solution du polymere ayant des groupes complexants obtenu 
selon l'Exemple 2 ou 3 doit permettre la fixation du metal 
par complexation sur les particules. Cette complexation 
s'effectue par le biais des atomes d'oxyg&ne des fonctions 
anhydrides. La presence de doublets libres sur les atomes 
d'oxygdne permet de former des liaisons de coordination 
avec le metal de transition. 

Le metal utilise (Zn 2 +) est introduit dans une 
solution du polymdre afin d'obtenir une concentration en 
ion metallique en solution de 10~ 4 M. L'exces de cation 
metallique qui se trouve en solution est elimine par des 
centrif ugations successives . 

EXEMPLE 5 s Complexation de la proteine RH24 
utiliaee comme entite biologique pour obtenir uae phase de 
capture de 1 0 invention 

L 1 entite biologique retenue dans le cadre de cet 

exemple est la proteine recombinante modifiee (appelee 

RH24) en N-terminal par un "Tag" histidine (sequence de 

six residus histidine contigus) (5). Cette proteine a une 

3 —1 

masse de 27.10 g.mol et un point isoelectrique de 6,1. 
Cette modification a ete mise a profit pour realiser la 
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complexation de la proteine sur un support particulaire , 
pour obtenir une phase de capture de l 1 invention. 

Afin de pouvoir determiner la concentration de 
proteine complexee sur le latex, des etudes d 1 adsorption 
de la proteine ont 6te menees en parallele. 

Comme l'etat de la technique le montre, ce sont 
les interactions electrostatiques qui gouvernent 
l 1 adsorption des prot^ines sur un polymere hydrophile (6). 
On a done etudie l'effet de la force ionique et du pH sur 
la quantite de proteines adsorbees, afin de determiner les 
conditions pour lesquelles 1' adsorption est negligeable, 
voire nulle. 

La figure 2 montre 1' adsorption de la proteine 
RH2 4 sur le poly- (St-NIPAM-AMVE) obtenu selon l'Exemple 3, 

Selon la figure 2, on observe que le taux 
d 1 adsorption de la RH24 est fortement dependant du pH. 

Une etude similaire a ete effectuee pour la 
complexation en faisant varier les memes parametres. La 
figure 3 montre les resultats de la complexation en 
fonction du pH, pour differentes forces ioniques et pour 
des concentrations constantes en ion complexant (Zn 2+ ) . 

Comme il est observe sur cette figure , la 
complexation de la proteine sur le poly- (St-NIPAM-AMVE) en 
presence de zinc est peu dependante du pH excepte pour les 
faibles forces ioniques. 

Ces resultats permettent de determiner des 
conditions optimales de complexation au detriment de 
l 1 adsorption. Ainsi un pH super ieur ou egal a 7 permet 
d 1 avoir une adsorption quasi nulle tout en ayant une 
complexation proche de 1,5 mg.m" 2 . Quant a la force 
ionique il f aut qu • elle soit minimale pour f avoriser la 
complexation . 
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REVEND I CAT I OSJS 

f 

lo Procede de mise en evidence d'un materiel 
biologique cible contenu dans un echantillon, selon lequel j 
5 on dispose d'une phase de capture, on met en contact ledit 
materiel biologique cible avec au moins la phase de 
capture, et on d6tecte le complexe phase de capture - 
materiel biologique cible, 

ledit procede etant caracterise en ce que, 

10 la phase de capture est sous forme 

microparticulaire ou lineaire et est constitute par au 
moins un premier polymdre particulaire ou lineaire, avec 
un caractere apparent hydrophile et des premiers 
groupements complexants, ces dernier s etant lies par 

15 coordination a un premier metal de transition, qui est 
lui-meme lie a une premiere entite biologique susceptible 
de reconnaitre specif iquement le materiel biologique 
cible. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise 

20 en ce que la phase de capture comprend un marqueur pour 
obtenir une phase de detection. 

3o Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce qu'on dispose en outre d'une phase de detection qui 
est sous forme microparticulaire ou lineaire et est 

25 constitute par au moins un second polymere particulaire ou 
lineaire, avec un caractere apparent hydrophile et des 
seconds groupements complexants, ces derniers ttant lies 
par coordination a un second metal de transition, qui est 
lui-m§me lie a une seconde entite biologique susceptible 

30 de reconnaitre specif iquement le materiel biologique 
cible, et un marqueur. 

4o Procede selon la revendication 1 ou 3, 
caracterise en ce que le premier et/ou le second polymere 
est choisi dans le groupe des polymeres hydrophiles. 

35 5. Procede selon la revendication 4, caracterise 

en ce que le premier et/ou le second polymere est un 
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polymere fonctionnalise obtenu par polymerisation d'un 
monomere hydrosoluble , d • aery lamide , d'un derive 
d" aery lamide, de methacry lamide ou d^n derive de 
mgthacrylamide, d'au moins un agent de reticulation et 
5 d'au moins un monomere fonctionnel. 

6o Procede selon la revendication 5, caracterise 
en ce que le monomere hydrosoluble est choisi parmi le N- 
isopropy lacrylamide , le N-ethy Imethacry lamide , le N-n- 
propy lacry lamide , le N-n-propy Imethacry lamide , le N-n- 

10 isopropy Imethacry lamide , le N-cyclopropy lacry lamide , le 
N , N-diethy lacry lamide , le N-methy 1-N-isopropy lacry lamide , 
le N-methyl-N-n-propylacry lamide , le premier monomere 
etant de preference le N- isopropy lacry lamide (NIPAM) . 

7o Procede selon la revendication 5, caracterise 

15 en ce que le monomere fonctionnel repond a la formule (I) 
suivante : 

CH 2 = C(2) - (X) m - (R) p - ( Y ) n (i) 
dans laquelle : 

Z represente H, un radical alkyle en C1-C5, le 
20 radical benzyle, -COOH, ou -CO-NH-CH (CH 3 ) 2 , 

Y represente -CH 2 -COOH, -N(CH 2 -COOH) 2 , 

-N(CH-COOH) (CH 2 -COOH) , ou -N (CH 2 -CH 2 -NH 2 ) 2 , 
(CH 2 -COOH) 

X represente -NH(CH 2 -CH 2 -) , — N (CH 2 — CH 2 — ) 2 , 
25 -N(CH 2 -COOH) (CH 2 -CH 2 -) , ouCH(COOH)-, 

R represente une chaine hydrocarbonee lineaire, 
eventuellement interrompue par au moins un heteroatome, 
tel que O ou N, 

m et p sont chacun un entier qui, independamment 
30 l'un de 1« autre, equivalent a 0 ou 1, et 

n est un entier variant entre 1 et 3 . 
8o Procede selon la revendication 7, caracterise 
en ce que le monomere fonctionnel est choisi parmi les 
derives carboxyliques eventuellement azotes, I'acide 
35 itaconique, les derives acryliques et les derives 
methacry liques . 
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9. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterise en ce que la phase de 
capture et/ou la phase de detection est sous forme 
microparticulaire et en ce que la taille moyenne des 
particules est au plus egale a 5 p. 

10= Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que la phase de capture comprend en outre un support 
plan ou particulaire. 

11. Procede selon la revendication 10, 
caracterise en ce que le support est particulaire et 
consiste en un noyau organique ou inorganique, hydrophile 
ou hydrophobe. 

12. Procede selon la revendication 11, 
caracterise en ce que ledit noyau est choisi dans le 
groupe comprenant le polystyrene, la silice et les oxydes 
metal liques . 

13. Procede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce que ledit noyau renferme en outre un 
compose raagnetique. 

14. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 13, caracterise en ce que ledit noyau 
est revetu dudit premier polymere, ce dernier etant 
lineaire. 

15. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 13, caracterise en ce que ledit noyau 
est revetu dudit polymere, ledit polymere etant 
particulaire. 

16. Procede selon la revendication 1 ou 3, 
caracterise en ce que le premier et/ou le second polymere 
est le poly(N-isopropylacrylamide) et les groupes 
complexants sont derives de 1 ' acide itaconique ou de 
1 • anhydride maleique-co-methylvinylether . 

17. Procede selon la revendication l ou 3, 
caracterise en ce que le premier et/ou second metal de 
transition est choisi parmi le zinc, le nickel, le cuivre, 
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le cobalt, le fer, le magnesium, le manganese, le plomb, 
le palladium, le platine et l'or. 

18 o Procede selon la revendication l ou 3, 
caracterise en ce que la mise en contact de la premiere 
5 entite biologique avec la phase de capture et/ou la mise 
en contact de la seconde entite biologique avec la phase 
de detection, est effectuee a un pH superieur ou §gal au 
point isoelectrique de ladite premiere et seconde entites 
biologiques , respectivement . 

10 19 • Procede selon la revendication l ou 3, 

caracterise en ce que la premiere et/ou la seconde entite 
biologique est riche en histidine et/ou en cysteine. 

20 o Procede selon la revendication 1 et l'une 
quelconque des revendications 4 a 19, caracterise en ce 

15 qu'il met en jeu une reaction d 1 agglutination . 

21o Precede selon la revendication 2 ou 3, 
caracterise en ce que le marqueur de la phase de detection 
est choisi dans le groupe consistant en une enzyme, la 
biotine, 1 1 iminobiotine, un composant fluorescent, un 

20 composant radioactif, un composant chemioluminescent , un 
composant d'electrodensite, un composant magnetique, un 
an ti gene, un haptene et un anticorps. 

22 o Procede selon la revendication 2 ou 3 et 
l'une quelconque des revendications 4 a 19 ou 21, 

25 caracterisS en ce qu'il met en jeu la technique ELISA. 

23 o Phase de capture d'un materiel biologique 
cible, caract^risee en ce quelle est sous forme 
microparticulaire ou lineaire et est constitute par au 
moins un premier polymere particulaire ou lineaire, avec 

30 un caract&re apparent hydrophile et des premiers 
groupements complexants, ces derniers etant li6s par 
coordination a un premier metal de transition, qui est 
lui-m§me lie a une premiere entite biologique susceptible 
de reconnaitre le materiel biologique cible. 

35 24 o Phase de detection d'un materiel biologique 

cible, caracterisee en ce qu'elle est sous forme 
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microparticulaire ou lineaire et est constituee par a.u 
moins un second polymere particulaire ou lineaire, avec un 
caractere apparent hydrophile et des seconds groupeinents 
complexants, ces derniers etant lies par coordination a un 
second metal de transition, qui est lui-meme lie a une 
seconde entite biologique susceptible de reconnaltre le 
materiel biologique cible, et un marqueur. 

25. Reactif de mise en evidence d'un materiel 
biologique cible, comprenant une phase de capture selon la 
revendication 23 et/ou une phase de detection selon la 
revendication 24 . 
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FIG 2 
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